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Rapid detennination of the microbial quality of water or aqueous samples is by combined determination of the total bacterial count and the content of E. coli and coliform 
bacteria (CB) without culturing and comprises either: (a) separating off the bacteria using a membrane filter, determining the E. coli CB content by adding a nutrient 
medium containing ftuorogenic beta -D-galactoslde and beta •D-glucurcnide substrates and also an enzyme reaction promoter and then effecting Incubation and 
detecting the fluorogenic cleavage products by light-induced fluorescence measurement, followed by killing all the bacteria and determining the total bacterial count by a 
known fluorescence or chemiluminescence method; or (b) proceeding as per (a) above but with detection of the fluorogenic cleavage products using a flow-through 
cytometer; or (c) using method (a) to determine the E. coll CB content in one sample and determining the total bacterial count in another sample using a cytometer as 
per method (b); or (d) determining the E. coU * CB content using a cytometer as per (b) and the total bacterial count as per method (a). 
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@ Schnellverfahren zur Bestimmung der mikrobiellen Qualltat von Wasser und wasserhaltigen Proben 

(g) Die Effindung betrifft ein Schnellverfahren zur Bestim- 
mung der mikrobiellen Qualitat von Wasser und wasserhalt!< 
gen Proben, das die kombinierte Bestimmung der Gesamt- 
ketmzah) und des Gehaltes an Escherichia coli und colifor- 
men Baicterien ohne kulturelle Anzucht beinhaJtet. 
Das Verfahren erlaubt die Bestimmung in maximal einer 
Stunde und ist so empfindJich und zuvertassig, daB bereits 
ein Ecoli-Keim bzw. ein Keim coiiformer Bakterien in 100 ml 
Wasser sicher nachgevWesen warden kann. 




Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Besdireibunff 



Die ErHndung betrifft ein Schneltverf ahren zur quan- 
titativen Bestimmung des Mikroorganismengehaltes 
von Wasser iind wasserfaaltigen Medien, insbesondere 5 
von Trinkwasser. Das Verfahren 1st fOr Betriebskontrol- 
ien in der biologischen Abwasserrdnigung und Trink- 
wasseraufberextung sowie in der GewSssergflteaberwa- 
cbung anwendbar. 

Bd unsachgemSLBer Entsorgung konununaler sowie 10 
anderer Abwfisser besteht potentlell die Gefahr, daB 
von Mensch und Her Gber den Verdauungstrakt ausge- 
schiedene mikrobielle Krankheitserreger in das Ober- 
flachen- bzw. Gnindwasser gelangen kOnnen. Wird die- 
ses Wasser fQr die Trinkwasserversorgung brw. zur Le- 15 
bensmittel- und Getr^nkeherstellung genutzt, kann es 
zu gefahrlichen Magen- und Dannerkrankungen kom- 
men. Um den Verbraucher vor derartigen Krankheits* 
erregem zu schQtzen, werden in alien entwickelten In- 
dustrielfindem regekn&Big bakteriologische KontroUen 20 
des Trinkwassers als auch der damit hergestellten Le- 
bensmittel und GetrSnke dtirchgefQhrt Um die Sicher- 
heit bei der Produktion von Lebensmitteln und Getrdn- 
ken zu verbessem, wurde von der WHO 1993 ein Pro- 
gramm zur Risikoanalyse an kritischen Kontrollpunkten 25 
(HACCP) etabliert, das auf alien Produkdonsstufen der 
Lebensmittel- und Getrankeherstellung Qualitats- und 
Hygienekontrollen vorsieht 

Da der Nachweis pathogener Mikroorganismen, wie 
z. E Salmonellen oder Shigellen, methocHsch relativ ar- 30 
beits- und zeitaufwendig ist, wird Trinkwasser routine- 
m^ig auf sogenannte Indlkatororganismen untersucht, 
deren Anwesenheit im Wasser auf ffikale Verunreini- 
gtuigen und damit auch auf ein mdgliches Vorkommen 
krankheitserregender Mikroorganismen hindeutet Die- 35 
se Indikatororganismen kommen gewohnlich tmter den 
gleidien Bedingungen wie die gastrointestinalen Krank- 
heitserreger vor, sind apathogen und metfaodisch einfa- 
cher nachweisbar als die pathogenen Mikroorganismen 
selbst 40 

Nach den bisher vorliegenden Erfahrungen sind 
Escherichia coli (Exx>li) und ooliforme Bakterien (Esche- 
richia, Enterobacter, Klebsiella und Citrobacter) die als 
Indikatororganismen am besten geeigneten Mikroorga- 



msmen. 



45 



Nach der Trinkwasserverordnimg der Bundesrepu- 
blik Deutschland ist Trinkwasser deshalb grundsStzlich 
neben der Gesamtkeimzahl auf den Gehalt an E.coli und 
coliformen Bakterien zu untersuchen, wobei in 100 ml 
Trinkwasser keine E.ooli-Keime und keine Keime von 50 
coliformen Bakterien enthalten sein dOrfen. Der Richt- 
wert fiir die Gesamtkeunzahl (Kolonie-biidende Ein- 
heit =KBE) betragt 10^ Keime in 100 ml Trinkwasser. 

Es ist von groBer Bedeutung, daB die Bestimmungen 
von Exoli imd coliformen Bakterien sowie der Gesamt- 55 
keimzahl einen geringen Zeitaufwand erfordem, um ins- 
besondere bei Havarien in der Trinkwasseraufbereitung 
den Hygienezustand des Wassers schnell beurteilen zu 
kdnnen und so schwerwiegende negative Auswirkun- 
gen auf den Gesundheitszustand der Bevdlkerung durch eo 
schndles Handein verhindem zu kdnnen. Andererseits 
mOssen die Nachweismethoden zur Bestimmung von 
E^li und coliformen Keimen hochempHndlich sein, um 
mit groBer Slcherheit das Vorhandensein eines einzigen 
solchen Keimes festzustellen. es 

Die gegenwSrtig bekannten und angewendeten Me- 
thoden zum Nachweis von £xx>ll- und coliformen Bakte- 
rien basieren auf der Verwendung von fluorogenen 



Oder chromogenen En^msubstraten, die zum Nach- 
weis mikroorganismenspezifischer Enzyme dienea 

Das Prinzip dieser Anwendung beruht darauf, daB die 
eingesetzten Enzymsubstrate, die keine Eigenfluores- 
zenz und Autohydrolyse aufwelsen dOrfen, durch die 
Mikroorganismen au^enommen und durch die mikro- 
organismenspeafischen Enzyme hydrolysiert werden, 
w^urch zwd Spaltprodukte entstehen. Ein Spaitpro- 
dukt besitzt dn h5heres Absorptions- bzw. Eousnons- 
maximum als das En^msubstrat selbst und laBt so den 
Nfikioorganismus schlieBlich ge&bt bzw. unter UV-Be- 
leuchtung fluoresderend erscheinen (vgL M. Manafi, Er- 
nahrung/NUTRmON, VoL 15, Nr. 10, 1991, S. 
581-586). 

So findet zur Identifikation von coliformen Bakterien, 
die das charakterisdsche Enzym p-Galactosidase 
(p-GAL) besitzen. haufig als chromogenes Enzymsub- 
strat 5-Bromo-4-chloro-3-IndoIyl-P-D-Galactopyrano- 
sid pC— GAL) Anwendung, aus dem durch die P-Galac- 
tosidase das blau geflrbte 5-Bromo-4-chloro-3-Indol 
fi^igesetzt wird. Weitere anwendbare Enzymsubstrate 
zum Nachwds ooliformer Bakterien werden von M. 
ManafI m Emahrung/NUTRmON, VoL 15^ Nr. 10^ 
1991. S. 582 beschrieben. 

Die zum Nachweis von E^li anwendbaren Enzym- 
substrate sind ebenfalls in dieser Literaturstelle (S. 582) 
besciuieben. So wurde bereits das fluorogene 4-Methy- 
lumbelliferyl-p-D-Glucuromd (MUG) vielfach mit Er- 
folg eingesetzt Dieses farblose Enzymsubstrat wird 
durch das fOr Rcoli charakterisdsche Enzym P-D-Glu- 
curonidase (p-GUD) zu GlucuronsSure und 4-Methy- 
lumbelliferon (4-MU) gespalten. Durch Anregung mit 
UV-Licht (360—365 nm) wird 4-MU zur Fluoreszenz 
angeregt, die auf das Vorhandensein von Efoli hinweist 

Bine positive, wenn auch geringere p-D-Glucuronida- 
se Aktivitat wurde allerdings auch bei euazelnen St3m- 
men anderer Mikroorganismen (z. B. Salmonella, Shi- 
gella, Enterobacter) festgestellt Aus diesem Grunde 
wird zur eindeutigen Bestatigung der Exoli-Anwesen- 
heit noch der Indoltest durchgefOhrt Exoli ist das emzi- 
ge gramnegative Stfibchen-Bakterium in der Familie 
der Enterobacteriaceen, welches auch eine positive In- 
dol-Reaktion aufweist. Sie beruht auf der Wirkung des 
Enzyms Ttyptophanase und zeigt sich in einer Rotfar- 
bimg des Mediums, wenn man diesem das sog. Kovacs- 
Reagenz (p-Dimethylaminobenzaldehyd 5 g, Amylalko- 
hol 75 ml, konz. HCL 25 ml) zusetzt (R. SuBmuth et aL, 
BiochenunikrobioL Praktikum, G. Thieme Verlag Stutt- 
gart, New York 1987, S. 68). Bei den Oblichen Testver- 
fahren werden zum Indol-Nachwels mindestens 5 Kolo- 
nien von Agarmedium nach 2(>-standiger BebrQtung ge- 
braucht Die Indol-Bildung selbst kann beim Vorliegen 
von mindestens 10^ Keimen pro 100 ml in ca. 10 Minu- 
ten durchgefOhrt werden. 

Nachteilig an den beschriebenen mikrobiologischen 
Methoden zum Nachweis der coliformen Bakterien und 
Exoli sind die langen, bei der kulturellen Anzucht in 
Flflssig- und Agarmedien notwendigen Inkubationszei- 
ten zwischen 24—48 Stunden, die insbesondere bei Ha- 
varien in der Trinkwasserversorgung dn schnelles Han- 
dein unmdglich machen. 

Auch Methoden zura Simultannachweis von colifor- 
men Bakterien und Exoli in flOssigen oder festen NShr- 
medien erfordem BebrQtungszeiten von mindestens 7 
Stunden bis zu 48 Stimden (M. ManaH et aL, ZbL Hyg^ 
1989. 189: S. 225-234). 

£s hat deshalb nicht an Versuchen gefehlt, Testver- 
f ahren zur Ermittiung des Hygienestatus des Wassers zu 
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entwickdii, mit denen sich Enzymakdvitaten des bakte- 
riellen Stoffwechsels direkt in Wasserproben ohne kul- 
turelle Anzucht bestimmen lassen. 

So beschrelben J.D. Berg und L. Fiksdai in Applied 
and Environmental Microbiology, Augim 1988, S. 
21 18— 2122 einen Schnellnachweis fOr coliforme Bakte- 
rien im Trinkwasser mittels enzymatischer Hydrolyse 
von 4-Methyliinibeliiferyl-p-D-Galactosid, mit dem sich 
jedoch erst bei einer Konzentration von 60^100 Kei- 



das unter b) beschriebene DurchfluBverfahren einzuset- 
zen. Auch die kombinierten Verfahrensvarianten gemiB 
Anspruch Ic) tmd Id) fOhren zu dem gewQnschten Er- 
gebnis. 

Neben diesen genannten Verfahrensvarianten er- 
laubt das erfindimgsgem^LBe Verfahren auch die separa- 
te quantitative Bestimmung des Gehaltes an EcoU und 
coliformen Bakterien, falls dies gewanscht wird (vgL 
Beispiele 5 und 6). Dies kann entw^er mittels zweistufi- 



men pro 100 ml Wasser die EnzymaktivitMt mittels Fluo- lo ger MembranEltermethode oder zweistufigem Durch- 



rlmetrie in 15 Minuten quantitadv erfassen liBt Hinzu 
kommt die Zeit der Probenvorbereitung von minde- 
stens 30 Minuten. Dieser Test erlaubt also eine relativ 
schnelle Bestimmung, ist jedoch nicht empflndlich ge- 



flufimeBverfahren erfolgen. 

Das erfindungsgem^e DurchfluBmeBverfahren kann 
in einer bevorzugten Ausfuhrungsvariante so durchge- 
filhrt werden, daB die die fluorogenen Spaltprodukte 



nug. Daneben beschrelben die Autoren eine Membran- ts enthaltenden Bakterien vom MembranfDter in einem 



filtermethode, bei der die Enzymwirkung fiber ein im 
Agamedium befindliches fluorogenes Substrat sichtbar 
gemacht wird Diese Methode erlaubt den Nachwels 
bereits eines Keimes pro 100 ml Wasser. Nfit dieser Me- 
thode kann also eine hobe Empfindlichkeit erreicht wer- 
den. jedoch dauert der Nachweis mindestens 6 Stunden. 

Die gegenw&rtigen Grenzen der Bestimmung von co- 
liformen Bakterien und EjooH cUrekt im Wasser ohne 
kulturelle Anzucht liegen somit in der Nachweisbarkeit 
der Enzymaktivitfit, die entweder dne ausreicfaend gro- 
fie Anz^ von EnzymmolekQien bzw. eine Ifingere Ein- 
wirkungsdauer des Enzyms auf das fluorogene oder 
chromogene Substrat erfordert 

Die bekannten Verfahren zur Bestimmung der Ge- 
samtkeimzahl mittels fluorogener Substanzen in flQssi- 
gen Medien benihen vorzugsweise auf der Ankopplung 
fluorogener Substanzen an bestimmte BestandteUe ei- 
ner Bakterienzelle, wie z. B« DNS, RNS oder Membran- 
komponenten. In einer laminaren Strdmung passieren 



geeigneten GeSSiB nut sterilem Wasser abgespQlt wer- 
den und diese Probe im Durchfluficytometer bestimmt 
wird. 

£s hat sich gezeigt, daB mit dem erflnduQgsgem&fien 
20 Verfahren in maxunal einer Stunde neben der Gesamt- 
keimzahl auch ein einzehier fCeim von Rcoli oder coli- 
formen Bakterien sicher bestimmt werden kann. 

So ist es durch den erfindungsgem&Ben Einsatz en- 
zymreaktionsfdrdemder Zus&tze mdgiich, trotz gerin- 
2S ger Kdmzahlen in relativ kurzer Zeit entsprechend de- 
tektierbare Fluoreszenzsignale zu registrieren. Erfin- 
dungsgemiB werden als enzymreaktionsverst&'kende 
Zus^tze Induktorsubstanzen zur Anregung der Enzym- 
produktion zugesetzt Insbesondere kommen hierfdr 
30 Lactose, Methylthiogalactosid (MTG) oder Isopenten- 
ylthiogaiactosid (IPTG) in Frage. Weiterhin werden er- 
findimgsgemaB Tenside zur Forderung der Aufnahme 
von Enzymsubstraten durch die Zellmembran der Bak- 
terien zugesetzt Hierbei kommen bevorzugt solche 



die fluorochromhaltigen Zeilen ein Anregungslicht (La- as Tenside zur Anwendung, die auch gleichzeltig die Akti 



ser) und geben Fluoreszenzimpulse ab, die mit einem 
Detektor gemessen werden. Die Anzahl der mit einem 
DurchfluBcytometer erfaBten Impulse 1st der Konzen- 
tration der in der Probe enthaltenen Keime proportio- 
nal 

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl ist mit diesen 
Methoden innerhalb von 1-3 Stxmden mOgKch (vgL M. 
Manafi, Emahrung/Nutrition, VoL 15, 1991, S. 586; RX 
lepras et al, Applied and Environmental Microbiology, 
JuU 1995. S. 2696— 2701). 

Aufgabe der vorliegenden Er&dung war es, ein Ver- 
fahren bereitzustellen, mit dem der Mikroorganismen- 
gehalt von Wasser und wasserhaltigen Proben, insbe- 
sondere von Trinkwasser, quantitativ in kOrzerer Zeit 



vit^ten nichtcoliformer Bakterien inhibieren, vorzugs- 
weise Nalaurylsulfat Zur Maskierung eventuell stdren- 
der Metallionen ist es vorteilhaft, den Komplexbildner 
EDTA anzuwenden. 
40 Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl erfolgt nach an 
sich bekannten Methoden, wie z.B. Bestimmung des 
Gehaltes an DNS» ATP oder membrangebundener Flu- 
orchrome, wie de in RJ. Jepras et al, Applied and Envi- 
ronmental Microbiologv, JuH 1995, S. 2696-2701 ; M.W. 
45 LeChevallier et aU Applied and Environmental Micro- 
biology, Mai 1993, S. 1526— 1531 beschrieben sind. 

Als fluorogene P-D-Gaiactosid und g-D-Glucuronid- 
Substrate kdnnen im erfindungsgem^en Verfahren alle 
far Ecoli und coliforme Bakterien bekatmten Substrate 



und mit hdherer Genauigkeit bestimmt werden kann. 50 eingesetztwerden. vorzugsweise werden als p-D-Galac- 
Das Verfahren soil es ermdglichen, in maximal einer tosid-Substrate p-D-Galactopyranoside, besonders be- 
Stunde die Gesamtkeimzahl, den Ecoli-Gehalt und den vorzugt 4-Methylimibelliferyl-P-D-Galactopyranosid, 
Gehalt an coliformen Bakterien zuverlassig zu bestim- eingesetzt 

men, wobei das Verfahren so empfindlich und so zuver- Als erfindungsgemSB besonders bevorzugtes P-D- 
lassig sein muB, daB bereits ein Ecoli-Kelm bzw. ein 55 Glucuronid wird 4-MethyIumbelliferyl-P-D-Glucuronid 



Keim von coliformen Bakterien in 100 ml Wasser sicher 
nachgewiesen werden kann. 

Die Aufgabe der Erfindung wird mit dem Verfahren 
gem^ Anspruch 1 und den dazugehdrigen Unteran- 



(MUG) eingesetzt 

Die Fluoreszenzanregung der in den Bakterien ent- 
haltenen fluorogenen Spaltprodukte erfolgt mit einer 
ablichen Lichtquelle, z. B, einem Laser. Bei der erfin- 



sprQchen geldst, wobei die unter a) beschriebene Ver- 50 dungsgemaBen MembranHltermethode gemafi An- 



fahrensvariante der Bestimmung der Keime auf dem 
Membranfilter bevorzugt als Einstufenverfahren zur 
Anwendimg kommt, wenn es sich um Wasser mit gerin- 
gem Keimgehalt, z. B. Trinkwasser, handelt. Dieses Ver- 



spruch la) werden die auf dem Membranfilter befindli- 
chen fluoreszierenden Keime mit einer hochlichtemp- 
findlichen Karaera oder einem Punktdetektor, welcher 
die Obcrflache Punkt fOr Punkt abrastert, erfaBt Das 



fahren ist vollautomatisierbar und erlaubt sonut die 65 erhaltene Signal wird in Qblicher Weise ausgewertet; 



schnelle Abarbeitung groBer MeBreihen. 

In Proben mit hdherera Keimgehalt ist es vorteilhaft, 
entweder die zweistufige Membranfiltermethode oder 



bevorzugt kann dies durch eine nachgeschaltete Elek- 
tronik fiber eine PC erfolgen. 
Bei dem erfindungsgemaBen DurchfluBverfahren ent- 
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sprechend Anspruch lb w!rd die Probe durch eine Ka- 
pillare gepumpt Die Fluoreszenzmessung erfolgt nach 
Laseranregung der fluorogenhaltigen Zellen nut einem 
ttblichen Durchfluficytometer, wie z. B. in Sdence, VoL 
204, 1979, S. 403—404 beschrieben. Die Anzahl der mit 
einem DurchfhiBiTtometer erfaBten Impulse ist der 
Konzentradon der in der Probe enthaltenen Keime pro- 
portionaL 

Zur ObexprOf UDg der Funktions^Uiigkdt und Genau- 
igkeit der Mefiger&te, insbesondere dann. wenn in der 
Trinkwasserprobe kein Ecoli- oder coliformo* Keim 
festgestellt wild, soUten Kontrollmessungen mit emer 
Probe deHnierter Konzentration an E^li und/oder co- 
liformen Bakterien durchgefOhrt werden. Es ist auch 
mOglich, die Kontrollmessungen mit fluoreszenzieren- 
den Standardproben durchzufiihren. Diese Standard- 
proben werden durch Ankoppltmg fluorogener Mole- 
kiile, vorzugsweise solcher aus den spezifischen Enzym- 
substraten fUr Exxjli und coliformer Bakterien, wie z. B. 
4-Methylumbelliferon, an geeignete TrSgerpartikei her- 
gestellt Die Kontrollmessimg kaon erfolgen, indem die 
fluorogene Standardprobe in geeigneter Konzentration 
in eine keimfreie Wasserprobe gegeben und diese dann 
flber ein Membranfilter abfiltriert wird. Die Anzahl fluo- 
rogener Partike! auf dem Filter wird wie beschrieben 
detekdert 

Nachfolgend soil das erfindungsgemSBe Verf ahren an 
Beispielen verdeutlicht werden, ohne es darauf einzu- 
schrdnken. 

AusfQhnmgsbeispiele 
Beispiel 1 

Bestimmung des Gehaltes an Eschericliia coli, 
coliformen Bakterien und der Gesamtkeimzahl in einer 
Trinkwasserprobe mittels einstufiger 
MembranfUteimethode 



Standardprobe zum Vergleich. 

Gesamtkeimzahl (DNS-Methode): 

5 * 5 ml Phosphatpulf er pH 7^ mit 20 |ig/ml Grami- 
ddin S dem keini£altigen Membranfilter zusetzen 

— 2 min einwirken lassen bei Zimmertemperatur 

— 5-20 |ig intercalierenden Fluoreszeoofarbstoff 
(Propidiumjodid, Ethiditnnbromid oder Ethidium- 

10 monoazid) zusetzen 

— 5 nunRaumtemperatur 

— Fluoreszenzmessung mittels Scanner (Laseran- 
regung bei 488 nm, Detektion bei 550—640 nm). 

15 Es wurden keine E^li-Keime oder oolifonne Bakte- 
rien bestimmt Die Gesamtkeimzahl betrug Afi • 10^ 
Keime/mL 



20 



25 



30 
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ExoU 1L oolifonne Bakterien: 

— 100 ml Trinkwasser werden durch ein Mem- 
branfilter (25 mm DurchnL, 0,45 pm Porenweite) fil- 
triert 

_ Danach gibt man auf das keimhaltige Membran- 
filter: 

3 ml Nahrmedium: 
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Fleischpepton: 0,43% 

Caseinpepton:0,43% 50 

Naa:0,64% 

Lactose: 0,35% 

Na-laurylsulfat: 0,02% 

Phosphatpuffer: pH 7fi 

Enzymsubstrate: 55 
0,05mg/ml 4-MethyIumbelIlferyl-prD-Galactopy- 
ranosid (4-MU-p-D-Galactopyranosid) 
0^ 05 mg/ml 4-MU-p*D-Glucuronid 

— ISminlnkubationdes Ansatzesbei37*C— 41'C eo 
zwecks Fluorochrombildung 

» Inkubationsansatz abfiltrieren 

— Messung fluoreszierender Keime auf dem Mem- 
branfilter mittels speziellem Scanner nach Laseran- 
regung im Wellenlangenbereich von 300 nm bis 
900 nm. 

— gegebenenfalls Messung von 100 ml Trinkwas- 
ser mit < 5 Pardkeln einer fluoreszierenden 4-MU- 



Bei5piel2 

Bestimmung des Gehaltes an Eschericlua collt 
coliformen Bakterien und der Gesamtkeimzahl in emer 
leicht verschmutzten Wasserprobe mittels zweistufiger 
Membranffltermethode 

1. Stuf e: Bestimmung des Gehaltes an Escherichia coli 
und coliformen Bakterien: 

— 3 ml Wasser werden durch ein Membranfilter 
(25 mm Dundmi, 0,45 |un Porenweite) filtriert 
Welter wird wie im Beispiel 1 verfohreo. 
Z Stufe: Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels 
DNS-Methode in einer zweiten Wasserprobe: 
Es werden 3 ml Wasser durch em Membranfilter 
(25 mm Durchmesser, 0,45 ^m Porenweite) filtriert 
und weiter wie in Beispiel i verf ahren. 

Es wuxden 63 • 10* coliforme Keime inclusive Ejcoli 
sowie 8^ • 10* Gesamtkeune pro ml gemessen. 

Beispiel 3 

Bestimmung des Gehaltes an Escherichia coli, 
coliformen Bakterien und der Gesamtkeimzahl in dner 
Trinkwasserprobe mittels einstufigen 
DurchfluBverfahrens 

E. ooU und oolif orme Bakterien: 

^ 100 ml Trinkwasser werden durch ein Mem- 
branfilter (25 nun Durchmesser, 0.45 pm Porenwei- 
te) filtriert 

— Membranfilter steril ui ein GefflB nut 5 ml Nfthr* 
medium QberfCOxren 

Kahrmedium: 
Fleischpepton: 0,43% 
Casdnpepton: 0,43% 
Naa:0,64% 
Lactose: 035% 
Na-laurylsulfat: 0.02% 
Phosphatpuffer: pH 7,5 
Enzymsubstrate: 

0,05 mg/ml 4-MU-(3-D-Galactopyranosid 
0,05 mg/ml 4-MU-[3-D-Glucuronid 

^ 15 min bei 37— 41'*C schfltteln (Fluorochrombil- 
dung) 

— Membranfilter entnehmen 
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~ Messimg fluoreszierender Keime im NShrmedi- 
um nach geeigneter Laseranregiing im Wellenbe- 
reich von 300 run bis 900 nm im DurchfluBcytome- 
ter 

— gegebenenfails Messung von 100 ml Trinkwas- 5 
ser mit < 5 Partikein einer fluoreszierenden 4-MU- 
Standardprobe nach Durchlauf en o. g. Behandlimg 
zumVergleidL 

Gesamtkelmzahl (DNS-Methode): 10 

— 5 ml Phosphatpuffer pH 7^ mit 20 |ig/ml Grami- 
cidin S zusetzen (Zellabtatung) 

— 2 min einwirken lassen bei 21immertemperatur 

— 5— 20^g intercalierenden Fluoreszenzfarbstoff 15 
(Propidiumjodid, Ethidlumbronud oder Ethidium- 
monoazid) zusetzen 

— 5 min Raumtemperatur 

— Fluoreszenzmessuiig im DurchfluBpytometer 
(Laseranregung bei 488 nm, Detektion bei 20 
550-640 nmX 

Es wurden keine E. coli-Keime oder colifonne Bakte- 
rien nacfagewiesen. Die Gesamtkeinizahl betrug 8,1 • 10^ 
ICeime/mL 25 

Beispiel4 

Bestimmung des Gehaltes an Escherichia coli, 
coIiformenBakterienundderGesamtkeimzahl in einer 30 
ieidit verschmutzten Wasserprobe mittels zweistufigen 
Membranfilter-/ Dmx:hnu3verfahrens 

1. Stufe: Bestimmung des Gehaltes an Escherichia coli 
und oolif ormen Bakteiien. 35 

— 3 mi Wasser werden durch ein Membranfilter 
gemfiB der vorhergehenden Beispiele filtriert I^e 
weitere Bestinomung erfolgt gemSS Beispiel 1. 
2. Stufe: Bestimmung der Gesamtkeimzahl mitteis 40 
ATP*Messung in emer zweiten Wasserprobe 

1 ml Wasser werden durch ein Membranfilter 
(25 mm Durchmesser, 0,45 }un Porenweite) filtriert 

— ZellaufechluB durch Zugabe von 

45 

QJS ml HEPES Puffer pH 7J5 
(V5nil ATP-Freisetzungsreagenz mit Phosphatas- 
einhibitor 

— 10 s schQtteln und 20 min bei Zimmertemperatur 50 
inkubieren 

— Filtration 

— 150 id des ATP-haltigen Filtrates in ein Test- 
rdhrchengeben 

— 100 ^1 Ludferin-Ludferase-Gemisch zusetzen 55 

— sditttteJ^ und 5 s einwirken lassen 

— Messung der Chemolumineszenz im DurchfluB- 
cytometer 

— Berecfanungder KeimzahL 



Es wurden 3,7 • 10^ coliforme Keime inclusive E. ooli 
sowie 9,6 • 10^ Gesamtkeune pro ml bestmunt. 

Beispiel 5 

SpeziHsche Bestinunung des Gehaltes an Escherichia 
coli, coliformen Bakterien und der Gesamtkeimzahl in 
einer leicht verschmutzten Wasserprobe mittels 



60 



65 



zweistufiger Membranfiltermethode 

1. Stufe: Spezifische Bestimmung des Gehaltes an E. 
coli und coliformen Balcterien 

Ejcoli: 

^ 3 ml Wasser werden durch ein Membranfilter 
(25 mm Durchmesser, 0,45 \im Porenweite) Hltriert 
Danach gibt man auf das keimhaltige Membran- 
filter: 

3 ml N^hrmedium: 
Fleischpepton: 0,43% 
Caseinpepton: 0,43% 
Naa:0.64% 
Na-lauryisulf at: 0, 02% 
Phosphatpuffer: pH 7^ 
Enzymsubstrat: 

0, 05 mg/ml 4-MU-p-D-Glucuromd 

— 15 min Inkubation des Ansatzes bei 41^C (Fluo- 
rochrombOdung) 

— Inkubationsansatz abfiltrieren 

— Messung fluoreszierender Keime auf dem Mem- 
branfilter mittels spezieUem Scanner bei > 465 nm 
nach Laseranregung bei > 365 nm 

Colifonne Bakterien: 

— Danach gibt man auf das keimhaltige Membran- 
filter: 

3 ml Ndhrmedium: 
Fleischpepton: 0,43% 
Caseinpepton: 0,43% 
Naa:0,64% 
Lactose: 035% 
Na-lauiylsulfat: 0,02% 
Phosphatpuffer: pH 7,5 
Enzymsubstrat: 

0,05 mg/ml 4-MU-p-D-Galactopyranosid 

— 15 min Inkubation des Ansatzes bei 37* C (Fluo- 
rochrombndung) 

— Inkubationsansatz abfiltrieren 

— Messung fluoreszierender Keime auf dem Mem- 
branfilter mittels speziellem Scanner nach Laseran- 
regung im WellenUlngenbereich von 300 nm bis 
900 nm. 

2. Stufe: Bestinmiung der Gesamtkeimzahl mittels 
DNS-Methode in einer zweiten Wasserprobe: 
DurchfOhrung gem^ Beispiel 2. 

Es wurden 4,5 • 10^ E. coli-Keime, 5J • 10^ coliforme 
Bakterien pro ml bestinunt Die Gesamtkeimzahl betrug 
9,6»10>Keime/niL 

Beispiele 

Spezifische Bestinomung des Gehaltes an Escherichia 
coli, coliformen Bakterien und der Gesamtkeimzahl in 
einer leicht verschmutzten Wasserprobe mittels 
zweistufigen DurchfluBverfahrens 

1. Stufe: Spezifische Bestimmung des Gehaltes an E. 
coli und coliformen Bakterien 

E.coli: 
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— 3 ml Wasser werden durch ein Membranfilter 
(25 mm DurduiL, 0,45 |un Porenweite) filtriert. 

MembranHIter steril in ein GefiB mit 5 ml Nflhr- 
medium QberfOhren 

5 

3 ml N^hrmediimi: 
Flelschpepton: 0,43% 
Caseinpepton: 0» 43% 
Naa:0,64% 

Na-laurylsulfat:0»02% lo 

Phosphatpuffer: pH 7fi 

Enzymsubstrate: 

0. 05 mg/ml4-MU-p-D-Glucuronid 

— 15 min bei 4i^C schatteln(Fluorochrombildung) 15 

— Membranfilter entnehmen 

— Messung fluoreszierender Keime im NShrmedi- 
^xm nach Laseranregimg Im WeUenlSngenbereich 
von 300 nm bis 900 nm Im DiirchfluBcytometer 

20 

Colifonne Bakterien: 

— Danadi zum Naiinnedium zugeben: 
Lactose 0«35% 

Enz^nsubstrat 0/>5mg/ml 4-MU-p-D-Gralactopy- 25 
ranond 

— 15 min b^ SI^C schOtteln (Fluorochrombildimg) 

— Messmig fluoreszierender Keime im NShrmedl- 
wn nacb Laseranregung im Wellenl&igenbereich 
von 300 nm bis 900 nm im Durchflulkytometer. 30 
2. Stufe: Bestimmung der Gesamtkeimzahl mittels 
DNS-Methode In einer zweiten Wasserprobe: 

— 3 ml Wasser werden durch ein Membranfilter 
(25 mm Durdun, 0,45 Porenweite) filtriert 

— Danachgibt man das keimhaltige Membranfilter 35 
in ein Gef&B mit 5 ml Phosphatpuffer pH 7;2 und 
20 tig/ml Gramicidin S (zur Zellabtdtung) 

— 2 min schOttehi bei Zimmertemperatur 

— MembranfOter entnehmen 

— 5*20 ^g intercalierenden Fluoreszenzfarbstoff 40 
(Propidiumjodid, Ethidiumbromid oder Ethidium- 
monoazid) zusetzen 

— 5 min Raumtemperatur 

— Fluoreszenzmessimg im DurchfluBc^tometer 
nach geeigneter Laseranregung bd 300 nm— 45 
900 nm. 

Es wurden 7,4 • lO' B. ooli-Keim^ 17 • 10^ coliforme 
Bakterien pro ml bestimmt Die Gesamtkeimzahl betrug 
8,l»10BKemie/mL 50 

PatentansprQche 

1. Sdmellverfahren zur Bestimmung der mikrobiel- 
len (Jualitat von Wasser und wasserhaltigen Pro- 55 
beop dadnich gekennzeiGhnel^ daB das Verf ahren 
die kombinierte Bestimmung der Gesamtkeimzahl 
und des Gehaltes an Escherichia coli und colifor- 
men Bakterien ohne kulturelle Anzucht beinhaltet, 
indem 60 

a) aus der zu untersuchenden Wasserprobe die 
Bakterien Qber ein Mmbranfllter abgetrennt 
werden, zunflchst zur Bestimmung des Gehal- 
tes an EjcoH und ooliformen Bakterien auf das 
Membranfilter ein N&hrmedium mit fluoroge- 65 
nen ^-D-Galactoad- und ^D-Glucuronid- 
Substraten und mit enzymreaktionsf5rdem- 
den ZusEtzen gegeben wird, nach Inkubation 



die fluorogenen Spaltprodukte auf der Mem- 
branfilteroberflSche mittels lichtinduzierter 
Fluoreszenzmessung erfaBt werden, anschlie- 
Bend alle Bakterien abgetdtet werden und mit- 
tels an sich ablicher Methoden die Gesamt- 
keimzahl auf dem Membranfilter durch Fluo- 
reszenz* oder Chemolumineszenz-Messung 
bestimmt wird oder 

b) aus der zu untersuchenden Wasserprobe die 
Bakterien Qber ein Membranfilter abgetrennt 
werden, die Bakterien zur Bestimmung des 
Gehaltes an Eooli und coliformen Bakterien 
mit NShrmedium in Kontakt gebracht werden, 
das fluorogene p-D-Galactosid- und P-D-Glu- 
curonid-Substrate und enzymreaktionsfdr- 
demde Zus&tze enthSlt, nach Inkubation die 
fluorogenen Spaltprodukte durch lichtindu- 
zierte Fluoreszenzmessung im DiirchfluBcyto- 
meter detekdert werden, anschlieBend alle 
Bakterien abgetdtet werden und die Gesamt- 
keimzahl mittels an sich Qblidier Methoden 
durch lichtinduzierte Fluoreszenz- oder Che- 
molumineszenzmessung im DurchfluBpytome- 
ter bestinunt wird, oder 

c) in der zu untersuchenden Wasserprobe zu- 
nSchst der Gehalt an E^li und coliformen 
Bakterien auf dem Membranfilter gem&fi Vari- 
ante a) bestimmt wird und in einer zweiten 
Wasserprobe die Gesamtkeimzahl im Durch- 
fluBcytometer gemaO Variante b) bestimmt 
wird oder 

d) in der zu untersuchenden Wasserprobe zu- 
nSchst der Gehalt an EjCoH und coliformen 
Bakterien im DurchfluBcytometer gemafi Va- 
riante b) bestimmt wird und anschlieBend in 
der gleichen Probe die Gesamtkeimzahl auf 
dem Membranfilter gemSB Variante a) be* 
stinuntwird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Membranfiltermethode gemftB 
Ansprudi la) oder die DurchfluBmethode gem26 
Anspruch lb) Einstufenverfahren dnd, mit denen 
die Gesamtkeimzahl aus der i^dchen Wasserprobe 
und auf dem gleichen Membranfilter bzw. im glei- 
chen Inkubationsansatz bestimmt wuxl wie der Ge- 
halt an EjCoU- und coliformen Bakterien. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Membranfiltermethode gemflB 
Ansprudi la) oder die DurchfluBmethode gem&fi 
Anspruch lb) Zweistufenverf ahren sind, mit denen 
die Gesamtkeimzahl aus einer zweiten Wasserpro- 
be und auf einem anderen Membranfilter bzw. ei- 
nem anderen Inkubationsansatz bestimmt wird als 
der Gehalt an E-ooIi- u. ooliformen Ekdcteriea 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 3^ 
dadurch gekennzeidme^ daB ate fiuorogene p-D- 
Galactosid-Substrate p-D-Galactopyranoside ein- 
gesetzt werden, vorzugsweise 3-Methylumbellife- 
ryl-P*D-Galactopyrano^ 

51. Verfahren nach einem der Ansprflche 1 bis 3; 
dadurch gekennzeicfanet, daB als fiuorogenes p-D- 
Glucuronid-Substrat 4-Methylumbelliferyl-p-D- 
Glucuronid eingesetzt wird. 
6. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB als enzymreakdons- 
fordemde Zusttze Induktorsubstanzen zur Anre- 
gung der Enzymproduktion zugesetzt werden, vor- 
zugsweise Lactose, Methylthiogalactosid oder Iso- 
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pentenylthiogalactosid 

7. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daU als enzymreaktions- 
fdrdemde Zusatze reaktionsbeschleunigende Zu- 
satze zugesetzt werden, vorzugsweise Tenside, 5 

8. Verfalu'en nach einem der AnsprQche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi zur Bestimmung der 
Gesamtkeimzahl das Abtdten der Bakterien mittels 
Antibiodka erfolgL 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche I bis 8, 10 
dadurch gekennzeichnet, daB das Verfahren zur 
Bestimmung von Exoli imd coliformen Bakterien 
als KontroUverfahren durchgefOhrt wird, indem 
entweder eine Probe deHnierter Konzentration an 
Rcoli und/oder coliformen Bakterien emgesetzt 15 
wird Oder an Tr&ger immobilisierte fluorogene 
Spaltprodukte» die aus den entsprechenden Enzym- 
substraten freigesetzt werden, als Standardproben 
etabliert werden. 

20 
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